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緒 言
ヒ トには,体 性感覚や内臓感覚といった様々な
感覚(知 覚)が 存在す る。その中で も味覚は特殊
感覚(五 感)の1つ で,舌 や咽頭などに存在す る
味蕾にある味細胞が味物質を受容 し,そのシグナ
ルは顔面神経,舌 咽神経 または迷走神経 を介 して,
延髄の孤束核,視 床味覚中継核 を経て,大 脳皮質
味覚野に伝達される。味覚は,甘 味,酸 味,塩 味,
苦味,旨 味の5基 本味で構成 され,そ の中で苦味
は不快な味 とされている。口腔内には通常唾液が
存在 し,唾液中の粘液物質が味覚受容器の外部環
境 を形成 していることか ら,味覚の感受性には唾
液の量や質の変化が関連す るとされてい る1)。苦
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味物 質 は多種 多様 に存 在す るが,疎 水性 で ある と
い う共通点 を持ち,塩 基性で かつ疎水性 の大 きな
物 質 ほ ど強 い苦 味 を呈 す るが2),中で もキ ニ ーネ
は強 い苦味 を持つ アル カロイ ドで あ り,ト ニ ック
ウ ォーターの添加物 な どで知 られて い る。
Histatinは唾 液 にの み検 出 され る ヒスチ ジ ン
に富 む タ ンパ ク質 で あ る。 最 も主要 なHistatin
フ ァ ミリー メ ンバ ーは,遺 伝 子HTN1に コ ー ド
され るHistatin1と遺 伝 子HTN2に コ ー ドされ
るHistatin3の2種類 で あ り,主 に耳下 腺か ら分
泌 され る3)。Histatin5はHistatin3の翻 訳 後 修
飾 を受 けた もの で,C.albicansに対 して強 い 抗
真 菌作 用 を示 す4)。また,P.gingivalisなどの 口
腔細 菌 に対 す る抗菌作 用や マス ト細胞 か らの ヒス
タ ミン遊離抑 制作用 な ど,口 腔 粘膜で の侵襲 に対
す る バ リア と し て の 役 割 を 担 う。 最 近 で は
Histatinが細 胞 遊走 を促進 す る こ とが 明 らか に
な り,口 腔 内で見 られ る迅速 な創傷回 復 に貢献 し
て い る こ とが示 唆 され て い る5)。これ に加 え,近
年Histatinが苦味 の 受容 に 関与 して い る ことが
明 らかに され て いる。馬場6)はキ ニー ネ と関連 す
る唾 液 タンパ クと してHistatin3,5,6とProline
　rich　peptide　PEの 検 出 を,和 田 ら7)は,Histatin
5ペプ チ ド含有 溶液 の プ レ リンスに よ りキニ ーネ
に対 す る味覚 閾値 が低下 す る こと,Histatin5が
キニー ネと結合 す る ことを見出 して い る。
苦 味の受容 体は,甘 味や 旨味 と同様 で,7回 膜
貫 通 型 のGタ ンパ ク質 共 役 受容 体(GPCR)で
ある。GPCRへ の刺激 は αβγ3量体Gタ ンパ クを,
GTP結 合 型 αサ ブユ ニ ッ トと βγ複合 体 と を開
離 す る ことで,伝 達 を開 始す る。 αサ ブユ ニ ッ
トには様 々な種 類が あ り幅広 い組織分布 を示す が,
この うち味 細 胞 で はGiに 分 類 され るGαgustが
特 異 的に 発現す る ことが知 られ て い る8)。一 般 に
Giαはアデ ニル酸 シ クラーゼ抑制 に よ り,cAMP
濃 度 の低 下 を引 き起 こす こ とが知 られ て い る9）。
味覚 の受容 体でGPCRに 分類 され る ものの うち,
N末 端側 の細胞外領域 が長 い もの をTAS1Rs,極
端 に短 い もの をTAS2Rsとしてい る10)。甘 味の受
容体 はTAS1R2とTAS1R3の組み合 わせ で,旨 味
の受容 体 はTAS1R1とTAS1R3の組み合 わせで構
成 され て い る11,12)。苦 味 の受容 体 と して は ヒ トで
は25種,マ ウス で は35種のTAS2Rsが存 在 す る
こ とが知 られ てい る13,14)が,その組 み合 わせ につ
いての詳細 につ いて は不 明な点が 多い。
本研 究で は,苦 味感受性 に対す るHistatin5お
よび苦味受容体 発現量 の関連 を検討 し,苦 味受容
機構 の解明の一助 とす る ことを目的 と した。
材料と方法
1.被 験 者
被験者は本学歯学部学生及び教職員の うち,全
身および口腔内が健常な非喫煙者の中か ら成人男
性28名(平均年齢25.7±2.8歳） を選択 した。奥
羽大学倫理審査委員会の承認(承 認番号78号)
を受けたのち,被 験者の承諾を得て,味 覚感受性
試験,舌 表層組織片採取,唾 液採取 を行った。試
験,採 取を行 うに当たり2時間前から飲食,激 し
い運動を禁止 した。
2.味覚感受性試験
味覚感受性試験 としてろ紙ディスク法15)を採用
し,その規定に従い次のように実施 した。被験者
に舌を軽 く口外に出 させて唇で固定させ,検 査中
はそのままの状態を維持 させた。舌尖より2cm離
れた左右側 の舌背側縁部(鼓 索神経支配領域)16)
に味覚検査用試薬テース トデ ィスクR,(三和化学
研究所,東 京)を おき,各 被験者の認知閾値 を調
べた。テース トデ ィスクは予め塩酸キニーネ試験
液に浸漬 しておき検査に供 した。使用 した塩酸キ
ニーネの濃度は0.001%,0.02%,0.1%,0.5%,4%
の5段階で,検 査は低濃度か ら順 に高濃度へ と上
昇 させていき,左右側 どちらかで認知 された低濃
度の方を認知濃度と判定 した。
3.Histatin5濃度測定
Histatin5は耳下腺唾液中の濃度を測定 し評価
した。すなわち耳下腺唾液を酸味刺激下にて久保
木式採唾器(Yk-I型,三束医科工業,東 京)を用
いて約1ml採取し7),-80℃で保存 した。Histatin
5濃度 測 定 は,Human　Histatin5ELISA　Kit　R
(CUSABIO,中国)を 用いてマニュアルに従い
測定 した。96穴プレー トのウェルにブランク,ス
タンダー ド,被験液(耳 下腺唾液)を 各100μ1
分注 し,37℃で2時 間保温後,液 を捨て,ビ オ
チン化抗 ゴー ト抗体 を各 ウェル に100μ1分注 し
37℃で1時 間 保 温 した。 そ の 後,洗 浄液300μμ
で3回 洗い,ア ビジ ン化ホ ース ラデ ィッシュペ ル
オキ シダ ーゼ を各100μ1分注 し,37℃Cで1時 間
作用 させた。続 いて,洗 浄液300μ1で5回 洗 い,
テ トラメチル ベ ンジ ジ ンを各90μ1分注 し,37℃
の 暗室 で15～30分間保 温 した。反 応 停止 液 を各
50μ1添加 した後450nmの波長 で吸光度 を測定 し
た。得 られ た結 果か らstandardcurveを作製 し,
耳下腺唾 液中 のHistatin5濃度 を算 出 した。
4.TAS2Rs発現量測 定
1)全RNA抽 出
被験者 の葉状乳 頭部 を数 回擦過 し,舌 表 層部の
組 織 を採 取 した17)。採 取 した組 織 に含 まれ る全
RNAはISOGENRNA抽 出キ ッ トにて精製 した。
す な わ ち,組 織 を0.8mlISOGEN(NIPPON
GENE,東 京)に て溶解 し,0。2mlクロロホル ム
を加 え遠 心 分離(12000×g,15分,4℃)後 に
水 層 を分取 した。 これ に3μiの 共 沈 剤 エ タチ ン
メイ トと320μ1のイ ソプ ロパ ノール を加 え混 和
後,遠 心 分 離(12000×g,15分,4℃)に よ り
沈 渣(全RNA画 分)を 得 た。 この全RNAを さ
らに70%エ タノール1mlで洗浄 し,風 乾燥 した後,
沈 殿物 をRNaseフ リー水 に溶 解 し,totalRNA
溶液 と した。DNA濃 度 は260nmの吸光 度 によ り
測定 し濃 度 を計算 した。
2>逆 転写反応 を用 いる定量PCR法
(RT-gPCR)
逆 転 写 反 応 はHigh℃apacitycDNAReverse
Transcriptionkit(Lifetechnologies,USA)を
用 いて行 った。す なわち,全RNA1.oμg/4.5μiを,
RTBufferMix(2X)5.Oul,RTEnzymeMix(20
×)0.5μ1を加 えて 全 部 で10μ1とし,37℃,60
分で逆 転写反応 を行 い,95.0℃,5分 で酵素 を失
活 させ,そ の後急 冷 した。
qPCRは,逆 転 写 反 応 産 物5μ1に2×SYBRR
PremixExTaqTMⅡ(TakaraBio,東京>7.5μ1と
PCRプ ラ イマ ー(終 濃 度400nM)とを加 え て合
計15.0μ1とし,TP870(TakaraBio,東京)で 行 っ
た18)。PCRプライ マ ー は,キ ニ ー ネの 受 容 体 で
あ るTAs2R4,TAs2R7,TAs2R10,TAS2R14,
TAS2R31,TAS2R39,TAS2R40,TAS2R43,
TAS2R46とした19)(表1)。得 られ た結果 はβ-actin
mRNA受 容 体 遺 伝 子(ACTB)の 相 対 発 現 量 に
て補正 を行 った。
5.統 計 解 析
得 られたデ ー タは各群 内で ス ミル ノブの棄却検
定 を 行 い,2群 間 に お け る 差 の 検 定 に は,
Mann-WhitneyU-testを用 い た。 有 意 水 準 を
5%と した。 統 計処 理 にはystat2008(医歯薬 出
版株式会社,東 京)を 用いた。
結 果
1.味 覚 感受性試験
ろ紙 デ ィスク法 によ る味覚感 受性試験 では,認
知 濃度 が0.02%とな った被験 者が10名と最 も多 く,
全 体 の43.5%であ った。次 いで0.001%が9名で
あった。Tomitaら16)に従 い,認 知濃度0.001%～
0.1%の被験 者 を正常群(23人,82.1%)とし,0.5%
ま た は4.0%の被 験 者 を高 閾値 群(5人,17.9%)
と した(図1)。
2.苦 味感 受性 と唾液 中Histatin5濃度
図2に 唾液 中Histatin5濃度 の人 数分布 を示 す。
100～200ng/mlで11人と 最 も 多 く,平 均 値 は
227.4±23.8ng/mlであ っ た。Histatin5濃度 は,
正常群 に比較 して高閾値群 で有意 に低 か った(図
3)。
3.苦 味感受性 とTAS2Rs発現量
β-actin　mRNA受 容 体 遺伝 子 の相 対 発現 量 の
平均値 は,TAS2R7遺伝 子発現 量が4.7×10-2±1.4
×10-2と最 も多 く,最 も少 ないTAS2R40は0.24×
10-2±0.08×10-2であ っ た(図4)。 ま た,各 受
容体遺伝 子発現 について正 常群,高 閾値群 間で検
定 を行 った ところ,TAS2R7では正常群 に比 較 し
て高閾値群 の発現 量が有意 に少 なか った(図5)。
他 の受容体 遺伝子 では群 間に有意 な差 は認 め られ
なか った。
考 察
1.実 験 設定 につい て
本研究 を開始す るの に際 して実験 の プ ロ トコー
ル を作成 す るために,ま ずHistatin5濃度 の 日内
変 動 を5名 の被験者 に対 して調べ た結果,変 動 を
認め なかった(結 果 未掲載)。一 方,味 覚 閾値 は,
低 張時唾 液 の方 が低 下す る ことが知 られ てい る20)。
浸 透圧維 持 には,Na+,K+,Cl-が 主 に関わ る21)
が,唾 液腺は交感神経と副交感神経に支配 される
ため唾液の組成は日内変動する22)。そこで本研究
では試料採取時間を昼食後2時 間あけて行った。
呈味溶液を用いた味覚検査法には,全 口腔法,
滴下法,濾 紙デ ィスク法などがある。和田 ら7)は
全口腔法による検査を実施 し,Pfaffmann23)らの
平均値 を基準に正常群 と高閾値群 に分類 したが,
本研究では濾紙ディスク法 を採用 した。舌背上に
試験液に浸漬 した濾紙デ ィスクを貼付す る濾紙
デ ィスク法では,唾 液や唾液中の成分(イ オン,
アミノ酸 タンパク質など)24,25)の影響を受けにくい
ため,正 確 な検査が可能であるとされている15,26)。
濾紙ディスク法の使用法に則れば,試験溶液に浸
漬 した濾紙デ ィスクを舌尖部(鼓索神経支配領域)
において検査を実施 し,舌尖部の味覚が欠落 して
いるときは舌後方部(舌 咽神経支配領域)で 測定
を行 うとされる16）。このような設定 とした根拠 と
しては,奥 田26)の報告が挙 げられ る。す なわち,
甘味と塩味は部位による閾値の差は小 さく,酸 味
と苦味では舌咽神経支配部位が鼓索神経支配部位
より閾値が低いという一定の傾向がみられる。な
かでも苦味の閾値 は舌尖部 と舌後方部 を比較す る
と,7割 以上の被験者で同等あるいは舌後方部で
閾値が低いことか ら,舌尖部に濾紙ディスクを設
置することで正確に味覚感受性 を検査できると考
えられる。なお,本 研究での被験者は,重 度味覚
異常がない正常者であり,舌尖部の味覚が欠落 し
ている者はいなかったため,舌 後方部での検査は
行わなかった。一方,TAS2Rsは本研究で示 した
ように遺伝子発現量が非常に少ないため,比 較的
味蕾の多い葉状乳頭部より擦過 を行った27〉。なお,
濾紙ディスク法による検査部位 と擦過部位が異な
るため,和 田 ら7)の方法に準 じて全口腔法による
評価 を高閾値群の被験者に対 し実施 したところ,
全ての被験者が高閾値群に分類 されることが確認
された。
ヒトの苦味受容機構はマウスなどとは受容体の
種 類 な ど も異 なるた め13,14),本研 究 で は全身 お よ
び口腔 内が健 常 な ヒ トを対象 として行 うことに し
た。 このため,TAS2Rsの受容体 発現量 を直接決
定 す るこ とが 困難 で あ り,TAs2Rs遺伝子 発現量
の解析 を行 った。遺伝 子発現量 の増減 は,mRNA
の 安 定 性28)(miRNA等の 影 響 を 含 む)ま た は
eIF-2のリン酸 化や リボ ソー ム タンパ ク等 に よる
転 写調節29)の影響 を受 け るため,タ ンパ ク質(受
容 体)の 発現量 と必 ず しも一致 す るとは限 らない。
しか しなが ら,一 般 的に,遺 伝 子発現量 は タ ンパ
ク質発現量 と著明 な差 は ない もの と考 え られ るた
め,本 研究 で は遺伝子 発現量 をパ ラメー タと した。
2.実 験 結果 について
本研究 の結果で は,苦 味感受性 の高 閾値 群で唾
液 中Histatin5濃度 が有 意 に少 なか ったが,こ の
結 果 はHistatin5がキニ ーネ と受容体 の結合 を促
進 してい る可 能性 を示 す もの で ある。Histatin5
はHistatin3の誘導体 で あ り,Histatin6の前駆
体 と しての機 能 も有 す る。す なわ ち,Histatin5
はHistatin3とあるいはHistatin6と共 通 したア
ミノ酸 配 列 を有 す る。 さ らに,Histatin6とは,
僅 かC末 端 の1ア ミノ残 基 しか差 異 が ない6,30）。
馬 場 は キ ニ ー ネ と関 連す る唾液 タ ンパ ク と して
Histatin3,5,6とProlinerichpeptidePEを検
出 し6),和田 は これ らの 中か らHistatin5がキニ ー
ネ と結 合 し,Histatin5ペプチ ド含有 溶液 の プ レ
リンスによ りキニ ーネに対す る味覚閾値 が低 下す
る こと7)を報告 した。 さらに,本 研究 に先立 って,
被験 者 の唾液 中の各Histatin濃度 につ いて電 気
泳 動 によ り検 討 をお こなっ た結 果,Histatin5の
濃度 とHistatin3またはHistatin6の濃度 に関連
が認 め られ なか っ た(結 果 未掲 載)。 した がって
本研 究で は,唾 液 中のHistatin5濃度 をパ ラメー
タと して選択 し味覚感 受性 との関連 を検索 す るこ
ととした。
キ ニ ー ネ の 受 容 体 と さ れ て い るTAS2Rs
(TAS2R4,TAS2R7,TAS2R10,TAS2R14,
TAS2R31,TAS2R39,TAS2R40,TAS2R43,
TAS2R46)に関 して,キ ニ ーネ との結 合 力 は差
が無 い こ とが知 られ てい る31)。本研 究 にお いて苦
味 閾値 高 閾値群 で は,TAS2R7遺伝 子 発現量 が有
意 に減少 して いた こ とは,TAs2R7は苦 味受容 の
中心 的 な役 割 を して い る可 能 性 が 示 唆 され た。
TAS2R7はキニ ー ネの他 に カ フェイ ンな どの苦 味
物 質 と結合 す るこ とが知 られてい る19)。
味覚受容機 構の うち甘味 や旨味 につ いて は,受
容 体 の構 造解 析 が古 くか らお こなわ れて お り32),
TAS2Rと同様 の 細 胞膜7回 貫 通型 受 容 体 で あ る
TAS1Rファ ミリーが同定 され てい る。 この うち,
甘 味 に関 してはTAS1R2とTAS1R3が,旨味 に関
して はTAS1R1とTAS1R3がヘテ ロマー を形成 し
働 く ことが知 られ て い る11，12)。この こ とか ら苦 味
に関 して も,in　vivoでTAS2Rsがホ モマ ー かヘ
テ ロマ ーを形 成 し,そ の受容 に関与 す る可能性 は
強 い。Kuhn33)らはin　vitroの実 験 で,TAS2Rs
が二 量体 を形成 す る際 の親 和性 につ い て検 証 を
行 った。 その 結果,い くつ かのTAS2R間 で高 親
和 性 分 子 が 存 在 す る こ と を 報 告 した。 ま た,
TAS2R7はTAS2R4を除 く キ ニ ー ネ 受 容 体
TAS2Rsと結 合す るこ とが 証明 され て い る33)。し
たが って,本 研究で はキ ニー ネによ る苦味受容 に
TAS2R7が中心的 な役割 を担 って い るこ とが示 さ
れ たが,そ れ以 外 のTAS2Rsもヘ テ ロマ ー を形
成 す るなど して関与 してい る可能性 が ある。
結 論
味覚感受性試験にて被験者 を正常群 と高閾値群
に分類 し,Histatin5濃度および受容体発現量 を
比較 した。その結果,以 下の結論を得た。
1.唾液中Histatin5濃度は,高 閾値群では正
常群に対 して有意に低かった。
2.受容体発現量はTAS2R7のみ有意差を認め,
高閾値群では正常群に対 して有意に低かった。
以上のことのか ら,キニーネによる苦味受容に
おいてTAS2R7が重要 な働きを担っており,ま た
Histatin5はキニーネの受容体への結合 を促進す
ると考えられた。
本論文の一部は日本味と匂学会第48回大会(平 成26年
10月3日 静岡市)に おいて,要 旨は第58回奥羽大学歯
学会(平成26年11月8日郡山市)に おいて発表した。
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